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Einleitung

Frische Kuhmilch ist als Rohprodukt besonders
anfallig fir Verderbsprozesse, welche die Qualitat
beeintrachtigen. Diese Beeintrachtigungen kdnnen
durch die Entstehung von Fehlaromen aufgrund
chemischer Zersetzung, beispielsweise durch Licht-
einfluss oder Warme erfolgen, oder durch einen
mikrobiellen Verderb hervorgerufen werden [1].
Durch eine frihzeitige Detektion kann dem entge-
gengewirkt und die Lebensmittelsicherheit und
—qualitat gewahrleistet werden. Wahrend des Ver-
derbsprozesses bilden sich charakteristische Geru-
che, bestehend aus einer Vielzahl volatiler organi-
scher Komponenten (engl. volatile organic com-
pounds, VOCs), die eine Qualitatsbeeintrachtigung
signalisieren [2, 3]. Eine Detektion dieser Verderbs-
marker kann daher zum Erkennen von Qualitatsan-
derungen beitragen. Eines der gangigsten Analyse-
verfahren ist hierbei zum Beispiel die Analytik der
mikrobiellen Probenbelastung. Auch kann eine la-
borgestiitzte detektorgekoppelte Gaschromatogra-
phie beispielsweise zur Kontrolle eingesetzt werden
und eignet sich zur Verderbsmarker-ldentifikation.
Sie ist jedoch mit einem hohen Gerateaufwand ver-
bunden. Generell sind diese Methoden daher in al-
ler Regel entweder nicht spezifisch zur Aufklarung
von Fehlaromen geeignet, oder aber ressourcen-,
zeit- und personalintensiv. Sie eignen sich daher
nur fur stichprobenartige Kontrollen und sind meist
standortgebunden. Eine kontinuierliche Untersu-
chung der Qualitdt bedarf daher eines dauerhaft
messenden, kostenglinstigen (im Vergleich zur kon-
ventionellen GC) und schnellen Sensorik- und Ana-
lysesystems.

In dieser Arbeit werden daher die ersten Schritte
zur Entwicklung eines Messsystems von Verderbs-
markern, basierend auf Halbleitergassensoren
(MOS-Sensor; engl. metal oxide semiconductor
sensor) gezeigt [4]. Zunachst wurde eine Laborana-
lyse zur Bestimmung der zu detektierenden Marker
durchgefihrt. Dazu wurden frische Rohmilchproben
(Gut- und Schlechtproben) von umliegenden baye-
rischen Hofen bereitgestellt und anschlieRend
durch das Solvent Assisted Flavour Evaporation
(SAFE) Verfahren isoliert [5] und mittels GC-MS
(Gaschromatographie-Massenspektrometrie) und
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GC-O (Gaschromatographie-Olfaktometrie) auf
spezifische Verderbsmarker analysiert. Auf Basis
von Retentionsindizes zweier Gaschromatogra-
phiesaulen mit unterschiedlicher Polaritdt wurden
einzelne, in der Milch gebildete VOCs durch die Auf-
nahme von Massenspektren identifiziert und mit
den jeweiligen Geruchseindriicken korreliert. Basie-
rend auf diesen vorldufigen eigenen Ergebnissen
wurden 3-Methyl-1-butanol und, zunachst ergan-
zend aus der Literatur [6, 7], 1-Pentanol und 1-He-
xanol als potentielle Fehlaromen und somit Ver-
derbsmarker ausgewahlt (sieche Tabelle 1).

Im nachsten Schritt wurden kommerziell verfiug-
bare und handelsubliche MOS-Sensoren fir die
systemspezifische Entwicklung hinsichtlich ihrer
Detektionseigenschaften gegenuber den genann-
ten Verderbsmarkern charakterisiert. Hierfir wur-
den die VOC-Sensoren SGP 40 (Sensirion,
Schweiz), ZMOD 4410 (Renesas, Japan) und der
Multigas-Sensor BME 688 (Bosch, Deutschland)
verwendet. Zur Charakterisierung wurden diese in
eine speziell entwickelte Sensorkammer (siehe
Abb. 1, links Seite) integriert und die verdampften
Verderbsmarker in definierten Konzentrationen mit
Hilfe einer Gasmischanlage (GMA) den Sensoren
zugefuhrt. Die Charakteristika des Ansprechverhal-
tens der Sensoren kénnen in einem darauffolgen-
den Schritt fur die Entwicklung des kostengunstigen
Analysesystems genutzt werden.

Tab. 1: Verderbsmarker, deren Geruchseindriicke nach
Leibniz Database und FAU, sowie die an der GMA
angebotenen Konzentrationen

Geruchseindruck
Marker Konzentration Leibniz
Nach FAU
Database [8]
3-Methyl- 50 ppb, 100 ppb, . Malzig, nach
Malzig . .
1-butanol 200 ppb, 500 ppb Losungsmittel
50 ppb, 100 ppb Fruchti Malzig, nach
, , ruchtig,
1-Pentanol PP PP . i & Mandel, nach
200 ppb, 500 ppb atherisch . .
Losungsmittel
. Nach griinem
50 ppb, 100 ppb, Grasig, nach .
1- Hexanol . Apfel, griin,
200 ppb, 500 ppb Marzipan
nach Mandel
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Methoden und Materialien

Gaschromatographische Analytik
Chemikalien

Dichlormethan (DCM) und Natriumsulfat-Anhydrat
wurden bei VWR International GmbH (Deutschland)
erworben. Das DCM wurde direkt vor dem Ge-
brauch destilliert.

Materialien

Frische Rohmilchproben (Gut- und Schlechtmilch-
proben) wurden als Sammelproben lber ein lokales
Molkereiunternehmen von umliegende bayerischen
Hofen bereitgestellt. Die Differenzierung nach
Schlecht- und Gutmilchproben erfolgte durch das
Unternehmen anhand interner Qualitatsparameter,
u.a. mikrobiologische Kennzahlen und Geruchsein-
dricke. Die Schlechtmilchproben waren aus-
schliel3lich zufallige Befunde. Sowohl in der Molke-
rei als auch am Lehrstuhl fur Aroma- und Geruchs-
forschung wurden die Rohmilchproben bis zur Ana-
lyse bei -20 °C gelagert.

Solvent Assisted Flavour Evaporation (SAFE)

Zur Extraktion der fliichtigen Verderbsmarker wur-
den die Rohmilchproben mit Dichlormethan im Ver-
haltnis 1:1 fir 30 Minuten gerihrt. Die entstandene
Emulsion wurde im Anschluss in einem SAFE Sys-
tem bei 50 °C und einem Druck von 10 mbar des-
tilliert. Es erfolgte eine Trennung des Destillats in
organische und wassrige Phase, wonach die orga-
nische Phase Uber Natriumsulfat-Anhydrat getrock-
net wurde. Eine Aufkonzentrierung wurde mit
Vigreux-Destillation und einer Mikrodestillation auf
100 pl durchgefihrt [5].

Gaschromatographie-Flammenionisationsdetek-
tion/-Olfaktometrie (GC-FID/-O)

Die GC-FID/-O-Messungen von 2 pl Probenex-
trakt erfolgten mittels verschiedener Trace GC Ultra
Systeme  (Thermo-Fisher  Scientific ~ GmbH,
Deutschland), welche entweder mit einer DB-FFAP
Kapillarsdule (30 m x 0,32 mm, Filmdicke 0,25 pm,
Agilent Technologies, USA) oder einer DB-5 Kapil-
larsdule (30 m x 0,32 mm, Filmdicke 0,25 pm,
Agilent Technologies, USA) ausgestattet waren. Ein
1:1-Split am Ende der Saule lasst eine parallele De-
tektion mittels Flammenionisationsdetektor und Ol-
faktometrie zu. Folgende Temperaturprogramme
wurden zur Analyse verwendet: Bei Messungen mit-
hilfe der DB-FFAP-Saule wurde die Anfangstempe-
ratur von 40 °C fur 2 Minuten gehalten. Anschlie-
Rend wurde die Temperatur um 10 °C/min bis zur
Endtemperatur von 240 °C erhéht, welche flr 5 Mi-
nuten gehalten wurde. Bei Messungen mithilfe der
DB-5-Saule wurde die Probe bei 35 °C injiziert.
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Nach 5 Minuten wurde die Temperatur mit 6 °C/min
auf 100 °C, anschliefend mit 10 °C/min auf 300 °C
erhoht. Diese wurde fir 10 Minuten gehalten. Der
Fluss des Heliumtragergases betrug in beiden Fal-
len konstant 2,5 ml/min.

Hochauflésende Gaschromatographie-Massen-
spektrometrie (GC-MS)

Zur ldentifizierung der das Milcharoma pragenden
Aromastoffe in Gutmilch als auch der Verderbsmar-
ker von Schlechtmilch wurden ein MSD Quadrupol
System (GC 7890 A gekoppelt mit einem MS5970
C MSD, beide: Agilent Technologies, USA), ausge-
stattet mit einem MPS 2 Autosampler und einem
Kaltaufgabesystem (CIS) 4 (beide von Gerstel
GmbH & Co. KG, Deutschland), sowie Xcalibur
Data System (Version 1.4, Thermo Electron Corpo-
ration/Thermo Scientific) als Datenauswertesoft-
ware verwendet. FUr die chromatographische Auf-
trennung wurde eine DB-FFAP Kapillarsaule (30 m
x 0,25 mm, Filmdicke 0,25 ym, Agilent Technolo-
gies, USA), oder eine DB-5 (30 m x 0,25 mm, Film-
dicke 0,25 pm, Agilent Technologies, USA) verwen-
det. Die Starttemperatur betrug bei Messungen an
der DB-FFAP-S&ule 40 °C und wurde fir 2 Minuten
gehalten. AnschlieRend wurde der GC-Ofen mit ei-
ner Rampe von 8 °C/min auf 240 °C erhitzt und fur
10 Minuten gehalten. Bei Verwendung der DB-5-
Saule wurde das Ofenprogram bei 35 °C gestartet
und fir 5 Minuten gehalten. Der Ofen wurde zuerst
auf 200 °C mit 6 °C/min, danach auf 300 °C mit
10 °C/min erhitzt. Die Endtemperatur wurde ftr 10
Minuten gehalten. Injektionsvolumen war bei beiden
Varianten 1 ul und der Gasfluss betrug 1 ml/min.

Charakterisierung der Gassensoren
Sensoren

Zur Entwicklung eines mobilen Analysesystems
wurden kommerzielle Gassensoren beziglich ihres
Ansprechverhaltens auf die Verderbsmarker cha-
rakterisiert. In dieser Arbeit werden die Ergebnisse
des VOC-Sensors SGP 40 (Sensirion, Schweiz) mit
vier verschiedenen Sensorschichten (Schicht O - 3)
prasentiert. Zusatzlich wurden zwei weitere Senso-
ren ZMOD 4510 (Renesas, Japan) und BME 688
(Bosch, Deutschland) vermessen. Der ZMOD 4510
wurde ebenfalls zum Erfassen von VOC Signalen
eingesetzt. Mit dem BME 688 wurden wahrend der
Messung Temperatur, Luftfeuchte und Druck aufge-
nommen, um die Stabilitat dieser Parameter im
Messverlauf zu Uberwachen. Alle drei Sensoren
wurden auf eigenen Sensorplatinen integriert und in
einer dafur konstruierten Sensorkammer (Abb. 1)
vermessen. Die Sensorsteuerung befindet sich auf
einer weiteren Platine, welche per USB mit einem
Computer (Datenaufzeichnung) verbunden wurde.
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Gasmischanlage
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Abb. 1: (Links) Sensorkammer mit eingebauten Sensoren. (Rechts) Skizze gesamter Testaufbau mit
Gasmischanlage, Sensorkammer und Restriktionsleitungen.

Sensorkammer und Sensorsteuerung basieren auf
Arbeiten von Baur et al. [9]. Der SGP 40 und der
ZMOD 4510 wurden zur Steigerung der Empfind-
lichkeit der Sensoren mit einer in [10] entwickelte
Temperaturmodulation betrieben. Dazu wurde fir
den SGP 40 ein Hochtemperaturplateau von
400 °C (fur je 15 Sekunden) abwechselnd mit Nied-
rigtemperaturplateaus von 150 °C, 200 °C, 250 °C
und 300 °C (fur je 21 Sekunden) mit einer Gesamt-
zykluslange von 144 Sekunden eingestellt, fir den
ZMOD 4510 wurde ein Hochtemperaturplateau von
300 °C (zu je 15 Sekunden) abwechselnd mit Nied-
rigtemperaturplateaus von 175 °C, 200 °C, 225 °C
und 250 °C (fur je 21 Sekunden) eingestellt. Zur
Auswertung der so vom SGP 40 und ZMOD 4510
aufgenommenen Daten wurde die MatLab-basierte
open-access Analytiksoftware DAV3E (Universitat
des Saarlandes, Lehrstuhl fir Messtechnik,
Deutschland) genutzt [11].

Charakterisierungssystem

Die Sensorkammer wurde aus Edelstahl gefertigt
und besitzt einen gasdurchstromten Kanal mit ei-
nem Querschnitt von 1 x 1 mm, in dem die drei Sen-
soren in Reihe montiert wurden. Damit die Sensor-
kammer ein moglichst kleines Totvolumen besitzt,
wurden die Sensoren in Aussparungen von je
4 x4 x1,2mm platziert. Die Abdichtung erfolgte
Uber eine 3 mm dicke Polytetrafluorethylen- (PTFE)
Platte, auf der die Platinen mit einem entsprechen-
den Anpressdruck aufgeschraubt wurden. Als Gas-
leitungen wurden handelsibliche 1/8” PTFE-
Schlduche verwendet, die Uber Rohrver-
schraubungen (Swagelok, USA) aus Edelstahl an
die Sensorkammer angeschlossen wurden.

Die Verderbsmarker wurden als flliissige Reinsub-
stanzen mit dem Kalibriergasgenerator HovaCAL ®
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7836-VOC (IAS GmbH, Deutschland) dem Trager-
gas aus synthetischer Luft durch Verdampfung von
prazisen Mengen hinzugefiigt. Die entsprechenden
Konzentrationen im ppb Bereich wurden durch zu-
satzliche Verdiinnungsstufen mit synthetischer Luft
erzeugt. Die Feuchte des Testgases wurde auf
50 % r.F. bei einer Gastemperatur von 23,5 °C ein-
gestellt. Ebenso wurde der Absolutdruck in der Sen-
sorkammer mit Hilfe einer Vakuumpumpe hinter
den Restriktionen auf 1013 mbar eingestellt (siehe
Abbildung 1, rechte Seite). Um den Gesamtgasfluss
des Gasmischers von 1500 Nml/min  auf
200 Nml/min durch die Messkammer zu reduzieren,
wurden entsprechende Flussrestriktionen, wie in
Abbildung 1 zu sehen, in den Aufbau integriert. Zur
Flussrestriktion wurden zwei 1/16” Edelstahlrohre
mit unterschiedlichen Langen verwendet.

Ergebnisse

Identifizierung von Aromastoffen mittels GC-MS und
GC-0

Eine erste Charakterisierung von Aromastoffen,
die den Fehlgeruch definieren, konnte durch Mes-
sungen mittels GC-MS und GC-O durchgefiihrt wer-
den. Die Identifizierung erfolgte mittels Geruchsein-
druck, Retentionsindex nach van der Dool und Kratz
[12] auf den zwei verschiedenen Kapillarsaulen, so-
wie via Massenspektren im Vergleich mit Referenz-
substanzen. Hierbei konnte 3-Methylbutanol in ver-
dorbener Milch identifiziert werden (RI(DB-FFAP):
1198, RI(DB-5); 741).
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Abb. 2 zeigt Ausschnitte zweier Chromato-
gramme, einer Gutmilch (schwarze Linie) und einer
bereits verdorbenen Milch (blaue Linie). Wie deut-
lich zu erkennen zeigt sich die Bildung eines Peaks
bei der Retentionszeit 5,62 min im Fall der Schlecht-
milchprobe gegeniber der Gutmilchprobe. Dieser
Peak entspricht dem 3-Methylbutanol, welches bei
verdorbenen Milchproben in héheren Konzentratio-
nen gebildet wird und daher einen der benannten
Verderbsmarker darstellt. Die weiteren Verderbs-
marker (1-Pentanol und 1-Hexanol) wurden ergan-
zend aus der Literatur [2, 3] als potentielle Fehlaro-
men gewahlt.

Relative Signalstarke

3-Methyil-1-
butanol (RI: 741)

5,0
Zeit [Minuten]

Abb. 2: Chromatogramm der Schlechtmilchmessung
(blau) tiber Gutmilchmessung (schwarz).

Charakterisierung der Sensoren

Zur Auswertung der temperaturzyklischen Daten
wurden quasistatische Signale durch Bildung einer
Signalkurve auf einem Punkt im Zyklus der Tempe-
raturmodulation erstellt. Dabei wurde beispielhaft
die Kurve nach 105 Sekunden Zykluszeit gewahlt.
Im Zyklusverlauf kann der Verlauf zwischen Hoch-
und Niedrigtemperaturphase verfolgt werden (s.
Abb. 3).
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Abb. 3: Sensorantwort in einem Temperaturzyklus
mit ausgewdhltem Punkt (schwarzer Balken) bei 105
Sekunden.

Der SGP 40 zeigte fir die verschiedenen Substan-
zen ein konzentrationsabhangiges Ansprechverhal-
ten im ppb-Bereich, entsprechend der jeweiligen
Sensorschicht (Abb. 4). Dargestellt sind die einzel-
nen Sensorschichten 0 — 3 mit den jeweils von der
Gasmischanlage (GMA) dargereichten Konzentrati-
onen (Balkendiagramme) und der entsprechenden
Sensorantwort Uber der Zeit (Liniendiagramme).
Dabei ist zu erkennen, dass unabhangig von der
Sensorschicht 3-Methyl-1-butanol das geringste
Ansprechverhalten der Sensorschichten hervorrief.
Dem gegeniiber zeigte 1-Hexanol allgemein das
Signal mit der vergleichsweise starksten Intensitat
und damit das deutlichste Ansprechverhalten. Im
Vergleich zu 1-Pentanol zeigte sich, dass 1-Hexa-
nol ein leicht starkeres Signal aufwies. So ist fur 1-
Pentanol im 50 ppb Bereich kaum eine Signalant-
wort ersichtlich, bei 1-Hexanol hingegen kann ab
der 50 ppb Stufe ein Ansprechverhalten beobachtet
werden. Ab 100 ppb sind deutliche Sensorantwor-
ten fur 1-Pentanol und 1-Hexanol zu beobachten. 3-
Methyl-1-butanol zeigt dagegen erst bei einer Kon-
zentration von 500 ppb eine eindeutige Sensorant-
wort. Zwischen den Schichten lasst sich eine Unter-
scheidung vor allem fir das Signal von 3-Methyl-1-
butanol feststellen.
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Abb. 4a: Sensorantworten im Quasistatischen Signal der unterschiedlichen Sensorschichten 0 und 1 des SGP
40 gegeniiber 1-Pentanol (blau), 3-Methyl-1-butanol (grau) und 1-Hexanol (rot) in der Konzentrationen
50 ppb, 100 ppb, 200 ppb und 500 ppb.
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SGP 40 - Schicht 2
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Abb. 4b: Sensorantworten im Quasistatischen Signal der unterschiedlichen Sensorschichten 2 und 3 des SGP
40 gegeniiber 1-Pentanol (blau), 3-Methyl-1-butanol (grau) und 1-Hexanol (rot) in der Konzentrationen
50 ppb, 100 ppb, 200 ppb und 500 ppb.

Dabei zeigen Schicht 2 und Schicht 3 ein langsam
ansteigendes Signal Uber die Konzentrationsstufen
hinweg. Schicht 2 zeigt generell ein deutlicheres
Signal im Verhaltnis zu den anderen Schichten. Der
verwendete ZMOD 4510 zeigte unter den gewahl-
ten Einstellungen keine eindeutige Reaktion und
wurde daher nicht ndher betrachtet.

Diskussion und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass der verwendete
SGP 40 in der Lage ist, auf die ausgewahlten Ver-
derbsmarker im ppb Bereich zu reagieren. Fur den
hier verwendeten ZMOD 4510 konnten mit der ein-
gestellten Temperaturmodulation keine eindeutigen
Sensorsignale gemessen werden, weshalb er in
diesen Ergebnissen zunachst nicht naher betrachtet
wurde. Der BME 688 wurde zur Messung der Tem-
peratur, des Drucks und der Feuchte des Testgases
verwendet. Er zeigte einen konstanten Verlauf der
eingestellten Parameter im Versuchszeitraum an.

Bei naherer Betrachtung der einzelnen sensitiven
Schichten des SGP 40 konnte festgestellt werden,
dass diese unterschiedlich auf die einzelnen Rein-
substanzen reagieren. Vor allem reagierte Schicht
2 deutlich empfindlicher auf die Verderbsmarker ge-
genuber den anderen Schichten. Dieses differenzi-
elle Verhalten der Schichten kann nun dazu genutzt
werden, Einzelsubstanzen zu diskriminieren bzw.
komplexe Gasgemische durch maschinelles Lernen
zu unterscheiden. Mit Blick auf die Komplexitat der
Geruchsprofile von frischer und verdorbener Roh-
milch, bestehend aus einer Vielzahl an unterschied-
lichen volatilen Substanzen, kann dies dazu ver-
wendet werden, die einzelnen Qualitatsstadien der
Milch zu unterscheiden. In einem nachsten Schritt
werden weitere Verderbsmarker definiert und ge-
testet. Ebenso sollen die Sensorantworten in Bezug
auf reale StoérgroRen und Querempfindlichkeiten
Uberpruft werden. Dafir wird der jeweilige Ver-
derbsmarker zusammen mit StérgréRen wie z.B.
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Spuren von Wasserstoff oder Kohlenstoffmonoxid
als ubiquitar vorkommende Gase versetzt und ge-
messen. Zeigen sich auch hier eindeutige Ergeb-
nisse, koénnen die Sensoren an Realmilchproben
getestet und entsprechende Modelle zu Detektion
des Qualitdtszustands entwickelt werden. Gegebe-
nenfalls wird bei Signalliberlagerung dann eine ein-
fache chromatographische Trenneinheit in Form ei-
nes kurzen fused silica Saulenstiicks von wenigen
Zentimetern Lange eingebaut werden.
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